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摘要 　研究胃癌细胞中视黄酸受体 RARα和 RARβ抑制活化蛋白21 (activator protein21 ,AP21) 活性的
不同方式及其与全反式视黄酸 (ATRA)作用的相关性. 瞬时转染 RARβ表达载体到 MKN245 细胞后 ,
佛波脂 (TPA)诱导的 AP21 活性受到明显抑制 ,且与 RARβ浓度正相关 ,与 ATRA 存在与否无关 ;相
反 ,RARα转染细胞后 ,对 TPA 诱导的 AP21 活性的抑制不仅与 RARα的浓度相关 ,而且依赖于 AT2
RA. 凝胶阻抑测定表明 ,TPA 可以显著加强 AP21 结合活性 ,当 ATRA 处理不表达 RARβ和低表达
RARα的MKN245 细胞后 ,AP21 结合活性不受影响 ;然而 ,表达 RARα和 RARβ的BGC2823 细胞经AT2
RA 处理后 ,TPA 诱导的 AP21 结合活性则受到抑制. 另外 ,分析与抗 AP21 活性相关的 RARβ功能区
表明 ,DNA 结合区的缺失导致 RARβ抑制 AP21 活性作用的丧失 ,而配体结合区对于 RARβ抑制 AP2
1 活性则是非必需的. 以上结果证实 ,有胃癌细胞中 ,RARβ可能是 AP21 活性的抑制因子 ,RARα则
可能是 ATRA 作用的靶向. 尽管它们的作用方式有所不同 ,但最终都可以通过抑制 AP21 活性来抑
制胃癌细胞生长.
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Distinct Ways of Retinoic Acid Receptors on Inhibition
of AP21 Activity in Gastric Cancer Cells
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Abstract 　Distinct ways between RARα (retinoic acid receptorα) and RARβon inhibition of AP21 (activator
protein21) activity in gastric cancer cells and their relationship with ATRA (all2trans retinoic acid) action
were investigated. Transient transfection of RARβexpression vector into MKN245 cells resulted in the signifi2
cant and RARβconcentration2dependent repression of AP21 activity induced by TPA ,regardless of the absence
or presence of ATRA. In contrast ,inhibition of TPA2induced AP21 activity by RARα required ATRA treatment
and was also in an RARαconcentration2dependent manner. Furthermore ,gel retardation assay was carried out
and indicated that treatment of gastric cancer cells with TPA strongly enhanced AP21 binding activity ,whereas
treatment with ATRA did not affect AP21 binding in MKN245 cells ,which did not express RARβbut expressed
RARα in a very low level . However ,when BGC2823 cells ,which expressed both RARαand RARβin a high lev2
el ,were treated with ATRA ,TPA2induced AP21 binding activity was repressed obviously. In addition ,the func2
tion domains of RARβ,which was responsible for anti2AP21 activity ,were analyzed by different RARβmutants.
It was revealed that the deletion of DNA binding domain caused RARβto be ineffective in the inhibition of AP2
1 activity. However ,ligand binding domain was not the necessary portion for the inhibition of AP21 activity.
These data strongly suggest that RARβmay be an inhibitor of AP21 activity and RARαmay be a target of ATRA
action in gastric cancer cells ,they function with ATRA in distinct ways ,and then contribute to the growth inhi2
bition of gastric cancer cells through anti2AP21 activity.
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　　视黄酸 (retinoic acid ,RA) 的作用主要由其受体
RARs(retinoic acid receptors)和 RXRs(retinoid X recep2
tors)介导[1 ] . 这些受体属于类固醇Π甲状腺激素受体
超家族成员 ,它们可以形成同源二聚体 (RXRΠRXR)
或异源二聚体 ( RARΠRXR) 而结合到视黄酸应答元
件上 ,由此调节靶基因的转录与表达. AP21 (activator
protein21)是一种转录因子 ,其主要组成成份为原癌
蛋白 c2Jun 和 c2Fos ,它们在细胞增殖和肿瘤转化进
程中具有促进作用[2 ] . c2Jun 和 c2Fos 也可以形成同
源二聚体 (cJunΠcJun) 或异源二聚体 (cJunΠcFos) 而结
合到含有 AP21 位点的 DNA 序列上. 我们先期的实
验已证实 ,视黄酸抑制 AP21 转录活性是其抑制胃癌
细胞生长的重要途径之一 ,其抑制过程与视黄酸受
体 RARα和 RARβ的介导密切相关[3 ,4 ] . 尽管视黄酸
受体与 AP21 蛋白之间的相互作用以及共激活因子
(common coactivator) 的参与也有报道[5 ,6 ] ,但不同的
视黄酸受体通过何种途径、何种方式介导视黄酸抑
制 AP21 转录活性的作用机制仍未阐明. 在胃癌细胞
中 ,全反式视黄酸 (all2trans retinoic acid ,ATRA) 主要
诱导 RARα表达 ,而不能诱导其它受体表达[3 ,4 ] ,这
种诱导方式与 ATRA 对其它类型的癌细胞 ,如乳腺
癌细胞、肺癌细胞等有所不同[7 ,8 ] . 提示视黄酸受体
在不同癌细胞中的功能作用和介导方式具有细胞特
异性. 本文通过分析胃癌细胞 RARα和 RARβ抑制
AP21 活性的方式及其与 ATRA 的相关性 ,以及 AT2
RA 对 AP21 结合活性的影响 ,证实了 RARα和 RARβ
以不同的方式介导 ATRA 对 AP21 转录活性的抑制 ,
这两种受体在胃癌细胞中的表达或者表达水平的高
低直接与 ATRA 抑制 AP21 转录活性密切相关.
1 　材料和方法
111 　细胞株和药物处理
胃癌细胞株 BGC2823 和 MKN245 购于中科院上
海细胞所细胞库 ,用 RPMI21640 培养液培养 ; HeLa
细胞来源于美国 ATCC ,用 DMEM 培养液培养. 细胞
用全反式视黄酸 (ATRA ,10 - 6 molΠL , Sigma) 处理 24
h ,收获前 6 h 加入 TPA(100μgΠL)诱导细胞.
112 　RNA提取和 Northern 印迹
用 RNA 试剂盒 (Qiagen , Germany) 提取总 RNA
(参照说明书步骤) ,取 20μg 总 RNA 电泳 ,转膜 ,并
与32 P2dATP 和32 P2dCTP 标记的 RARα和 RARβ探针
杂交 ,X光片曝光 ,显影. 以 18 S 和 28 S 定量所用的
RNA 量.
113 　DNA瞬时转染和氯霉素乙酰转移酶( CAT) 活
性测定
采用磷酸钙2DNA 共沉淀的转染方法[9 ] 将所需
的 DNA ,包括各种表达载体 ,报告基因表达载体 ,β2
半乳糖苷酶表达载体 (Pharmacia) 等瞬时转染到细胞
中表达 ,之后加入 ATRA 处理 24 h ,细胞收集后测定
CAT活性 ,以β2半乳糖苷酶活性定量细胞转染效率.
报告基因 ( - 73Col2CAT) 是 CAT(chloramphenicol
acetyltransferase)基因连接的胶原酶启动子 ,其上存
在一个 AP21 结合位点. 此报告基因通常被用来测定
AP21 转录活性[3 ] .
114 　核蛋白提取和凝胶阻抑分析 ( gel retardation
assay)
参照文献[10 ]方法提取核蛋白和进行凝胶阻抑
分析. 合成含有 AP21 结合位点的寡核苷酸序列 (5′2
AGCTTGGTGACTCATCCGGATCCGGATGAGTCACC
AAGCT23′) ,并用32 P2dATP 和32 P2dCTP 标记核苷酸
以制备 DNA 探针. 探针与核蛋白室温杂交 20 min ,
电泳 ,干胶 ,X光片曝光 ( - 80 ℃) ,显影.
2 　结果
211 　ATRA 对胃癌细胞 RARα和 RARβ表达及其
AP21 转录活性的影响
Northern 印迹结果显示 ,在 BGC2823 细胞中 ,
RARα和 RARβ均表达 ,但 ATRA 可以诱导 RARα的
表达 ,而不能影响 RARβ的表达水平 ( Fig. 1) ; 在
MKN245 细胞中 ,尽管 RARα也表达 ,但表达水平相
对很低 ,而且 ATRA 不能诱导其表达水平 ,另外 ,AT2
RA 处理前后 ,MKN245 细胞均不表达 RARβ(Fig. 1) .
通过瞬时转染将报告基因 - 73Col2CAT 转染到
细胞中 ,CAT测定分析 AP21 转录活性表明 , TPA 均
可以诱导 BGC2823 和 MKN245 细胞的 AP21 转录活
性 ,细胞经 ATRA 处理后 ,BGC2823 细胞的 AP21 活性
明显降低 ,并与 ATRA 浓度呈正相关 ( Fig. 2A) ;而
ATRA 处理后 ,MKN245 细胞的AP21 转录活性基本不
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变 (Fig. 2B) . 由此提示 ,ATRA 抑制 AP21 转录活性可
能与 RARβ和 RARα在细胞中表达与否和表达水平
的高低有关.
Fig. 1 　Expression of RARαand RARβin gastric cancer cell lines
shown by Northern blot
18 S and 28 S were used to show results for similar loading of total
RNA
Fig. 2 　Inhibition of AP21 activity by ATRA in gastric cancer cell
lines
(A) BGC2823 cells ; (B) MKN245 cells
212 　ATRA对 AP21 结合活性的影响
ATRA抑制 AP21 转录活性可能通过其受体
RARs 介导 ,也可能直接通过抑制 AP21 复合物结合
到其结合位点来抑制 AP21 转录活性. 为了确定 AT2
RA 的作用途径 ,分别提取 BGC2823 和 MKN245 细胞
的核蛋白进行凝胶阻抑分析 ,并以宫颈癌 HeLa 细胞
(此细胞不表达 RARα和 RARβ[3 ,5 ] ) 作为参照对象.
结果如 Fig. 3 所示 ,TPA 均可以诱导 BGC2823、MKN2
45 和 HeLa 细胞中的 AP21 形成很强的蛋白复合物 ,
并结合到 AP21 结合位点 ( Fig. 3 ,箭头) ;当 ATRA 处
理后 ,BGC2823 细胞的 AP21 结合活性明显下降 ,导
致蛋白复合物受到抑制 ,而 MKN245 和 HeLa 细胞的
AP21 结合活性基本不变 ,蛋白复合物没有受到明显
的抑制 ( Fig. 3) . 结果提示 ,ATRA 抑制 AP21 转录活
性可能是通过其受体 RAR 介导 ,而不是直接抑制
AP21 结合活性 ,因为 MKN245 和 HeLa 细胞不表达或
低表达视黄酸受体.
Fig. 3 　Effect of ATRA on AP21 binding activity induced by TPA
in different cancer cells lines
213 　RARα和 RARβ介导 ATRA 抑制 AP21 转录活
性的方式
由于 MKN245 细胞不表达 RARβ和低水平表达
RARα,因此将其表达载体与报告基因一起分别瞬时
转染到细胞中. CAT 分析表明 ,当报告基因 - 73Col2
CAT单独转染时 ,TPA 可以诱导一个较高的 AP21 转
录活性 ,ATRA 轻微抑制 AP21 转录活性 ;但是当不
同浓度的 RARα表达载体与报告基因共同转染时 ,
ATRA 明显地抑制 AP21 转录活性 ( Fig. 4A) ,而且
ATRA 的倍数抑制率 (fold inhibition ,即 :1 - (ATRA 抑
制的 AP21 转录活性ΠTPA 诱导的 AP21 基础活性) )
随着 RARα浓度的增加而加强 ( Fig. 4B) . 然而 ,当不
同浓度的 RARβ表达载体与报告基因共同转染时 ,
尽管 ATRA 也可以明显地抑制 AP21 转录活性 ( Fig.
4A) ,但随着 RARβ浓度的增加 ,不仅 ARTA 抑制 AP2
1 活性的能力增强 ,而且 TPA 诱导的 AP21 基础活性
234 中国生物化学与分子生物学报 17 卷
也被抑制 ,由此导致 ATRA 抑制 AP21 转录活性的倍
数抑制率基本不变 ( Fig. 4B) . 结果提示 ,RARα抑制
AP21 转录活性与 ATRA 呈依赖性关系 ,而 RARβ抑
制 AP21 转录活性与 ATRA 呈非依赖性关系.
Fig. 4 　Inhibitory effect of different RARs ( RARαand RARβ) on
AP21 activity induced by TPA in MKN245 cells
(A) AP21 activity ; (B) Fold inhibition
为了进一步证实以上结果 ,以宫颈癌 HeLa 细胞
为对象 ,通过转染 c2Jun 和 c2Fos 蛋白 ,测定 AP21 转
录活性来分析 RARα和 RARβ抑制 AP21 转录活性的
不同方式. c2Jun 和 c2Fos 是 AP21 的主要组成成份 ,
可以形成异源二聚体 (JunΠFos) 结合到 AP21 结合位
点[3 ] . 因此 ,当 c2Jun 和 c2Fos 表达载体与报告基因一
起共同转染到 HeLa 细胞后形成一个很强的 AP21 转
录活性 ,ATRA 轻微地抑制 AP21 转录活性 ;当 RARα
和 RARβ分别转染细胞后 ,ATRA 抑制 AP21 转录活
性随 RARα和 RARβ浓度的增加而加强 ( Fig. 5A) . 并
且与在 MKN245 细胞的结果一样 ,即 :RARα抑制 AP2
1 转录活性依赖于 ATRA ,而 RARβ抑制 AP21 转录活
性则不依赖于 ATRA ( Fig. 5B) . 以上结果表明 ,在胃
癌细胞中 ,RARβ是 AP21 转录活性的抑制因子 ,直接
参与 AP21 转录活性的抑制过程 ,而 RARα则是 AT2
RA作用的靶向 ,介导 ATRA 对 AP21 活性的抑制作
用.
214 　RARβ功能区对 AP21 转录活性的影响
Fig. 5 　Inhibitory effect of different RARs ( RARα and RARβ) on
AP21 activity induced by JunΠFos in HeLa cells
(A) AP21 activity ; (B) Fold inhibition
RARβ受体的主要功能区为 DBD (DNA binding
domain)和LBD(ligand binding domain) . 为了了解不同
的功能区在抑制 AP21 转录活性过程中的不同作用 ,
利用不同的 RARβ突变体测定 AP21 转录活性. 这些
突变体分别为 RARβΠDBD - 和 RARβΠLBD - ( Fig. 6) ,
它们是分别通过 BamH Ⅰ和 Pvu Ⅱ以及 EcoR Ⅰ消化
的 RARβ cDNA ,所得的片段亚克隆到 pBluescript 表
达载体中而获得的. 当 RARβΠDBD - 表达载体与报告
Fig. 6 　The schematic representations of RARβ and its
mutants
基因一起转染 HeLa 细胞时 ,无论 ATRA 存在 与否 ,
AP21 转录活性仅受到轻微的抑制 ( Fig. 7) . 表明剔除
DBD 功能区导致了 RARβ介导的 AP21 转录活性的
抑制作用的丧失. 因此 DBD 与抑制 AP21 转录活性
相关. 反之 ,当 RARβΠLBD - 表达载体与报告基因一
起转染 HeLa 细胞时 ,不仅 ATRA 明显地抑制 AP21
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转录活性 ,而且 TPA 诱导的AP21 基础活性也受到抑
制 ( Fig. 7) . 表明剔除 LBD 功能区对于抑制 AP21 转
录活性是非必需的 ,因此 LBD 与抑制 AP21 转录活
性无关.
Fig. 7 　Inhibitory effect of RARβmutants on AP21 activity induced





程[4 ,7 ,11 ] . 视黄酸抑制 AP21 活性是其抑制癌细胞生
长的重要途径之一[3 ,4 ] . 本文研究表明 ,在胃癌细胞
中 ,全反式视黄酸 (ATRA) 可能通过其受体 RARα和
RARβ的介导而抑制 AP21 转录活性 ,从而抑制胃癌
细胞的生长. 当 RARα和 RARβ分别瞬时转染到不表
达和低表达这两种受体的胃癌 MKN245 细胞时 ,随
着 RARα浓度的增加 ,ATRA 抑制 TPA 诱导的 AP21
转录活性的能力逐渐增强 (Fig. 4A ,B) ,而随着 RARβ
浓度的增加 ,尽管对 TPA 诱导的AP21 转录活性的抑
制能力也逐渐增强 ,但与 ATRA 存在与否无关 ( Fig.
4A ,B) ,结果表明 RARα抑制 AP21 转录活性是 ATRA
依赖性 ,而 RARβ抑制 AP21 转录活性是 ATRA 非依
赖性. 尽管 MKN245 细胞也表达 RARα( Fig. 1) ,但由
于其表达水平较低 ,不足以驱动细胞对 ATRA 的敏
感性 ,导致 ATRA 仅能轻微地抑制细胞的 AP21 转录
活性 (Fig. 2B) . 而在 BGC2823 细胞中 ,一旦 ATRA 能
够上调 RARα表达水平 (Fig. 1) ,则 AP21 转录活性就
受到有效的抑制 ( Fig. 2A) . 然而 ,RARβ是否表达则
直接关系到 AP21 转录活性的抑制 ( Fig. 1 ,2A ,2B) ,
而且 ATRA 不能调节 RARβ表达 ( Fig. 1) . 另外 ,AT2
RA 不能直接抑制胃癌细胞的 AP21 结合活性 ( Fig.
3)则进一步佐证了视黄酸受体直接参与抗 AP21 活
性的过程. 以上结果提示 ,RARβ可能是 AP21 转录活





成员[1 ] ,在其结构上存在一个 DNA 结合区 (DBD) 和
一个配体结合区 (LDB) ,受体一旦结合到 DBD ,则通
过 C末端的LDB 而对外界刺激信号产生应答[12 ] . 当
突变体 RARβΠDBD - 转染细胞后 ,AP21 转录活性仅被
ATRA 轻微地抑制 ( Fig. 7) ,表明 DBD 功能区的缺失
不能有效地介导 RARβ对 AP21 转录活性的抑制 ,因
此是抑制 AP21 转录活性必需的区域. 而当突变体
RARβΠLBD - 转染细胞后 ,对 AP21 的抑制作用随 AT2
RA 的处理而明显加强 ( Fig. 7) . 表明 LBD 功能区的
缺失不仅与 AP21 转录活性的抑制无关 ,而且与
RARβ的完整性在抑制 AP21 转录活性上 ( Fig. 4A ,B)
没有本质的区别 ,因此 LBD 不是抑制 AP21 转录活
性的主要功能区. 这一结果与其它研究结果有所不
同[13 ] ,不仅表明受体的不同功能区对抗 AP21 转录
活性的作用不同 ,而且提示视黄酸受体在不同的癌
细胞中介导 ATRA 的抗癌作用也不同 ,体现了视黄
酸受体功能的多样性和复杂性. 最近 , Yasutomi 等人
报道 ,受体介导的对 AP21 转录活性的抑制 ,其分子
基础涉及细胞内通用的共激活因子 (common coacti2
vator)的参与[6 ] . 至少已知这是一种 CBPΠp3002p160
分子复合体 ,它经 CBPΠp300 的 N 端与 RAR 的 LBD
区以依赖配体的方式相连接 ,形成 CBPΠp3002p160
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